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Gene codant pour la thanatine, vecteur le contenant et plantes transformees obtenues 

resistantes aux maladies 



5 La presente invention a pour objet une sequence d'ADN codant pour la thanatine, 

un vecteur Ja contenant pour la transformation d'un organisme hote et le procede de 
transformation dudit organisme. 

L' invention concerne plus particulierement la transformation des cellules vegetales 
et des plantes, la thanatine produite par les plantes transformees leur conferant une 
10 resistance aux maladies, en particulier d'origine fongique. 

II existe aujourd'hui un besoin grandissant de rendre les plantes resistantes contre 
les maladies notamment fongiques afin de diminuer, voire d'eviter, d'avoir recours a des 
traitements avec des produits de protection antifongiques, en vue de proteger 
1'environnement. Un moyen d'augmenter cette resistance aux maladies consiste a 
15 transformer les plantes de maniere qu'elles produisent des substances a meme d'assurer 
leur defense contre ces maladies. 

On connait differentes substances d'origine naturelle, en particulier des peptides, 
presentant des proprietes bactericides ou fongicides, notamment contre les champignons 
responsables des maladies des plantes. Toutefois, le probleme consiste & trouver de telles 
20 substances qui pourront non seulement etre produites par des plantes transfoimees, mais 
* encore conserver leurs proprietes bactericides ou fongicides et les conferer aux dites 
plantes. Au sens de la presente invention, on entend par bactericide ou fongicide tant les 
proprietes bactericides ou fongicides proprement dites que les proprietes bacteriostatiques 
ou fongistatiques. 

25 La thanatine est un peptide produit par induction bacterienne sur Psodius sp, de 

preference maculiventris adultes. Sa preparation par induction bacterienne est decrite dans 
la demande de brevet FR 2 733 237, de meme que ses proprietes antifongiques et 
antibacteriennes in vitro. 

Aprds avoir d'abord identifie le gene de la thanatine, on a egalement trouve qu'il 

30 pouvait etre insere dans un organisme hote, en particulier une plante, pour exprimer la 
thanatine et conferer au dit organisme hote des proprietes de resistance aux maladies 
fongiques et aux maladies d'origine bacterienne, apportant une solution particulierement 
avantageuse au probleme enonce ci-dessus. 

L'invention a done d'abord pour objet un fragment d'acide nucleique codant pour la 

35 thanatine, un gene chimere comprenant ledit fragment codant pour la thanatine ainsi que 
des elements de regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un 
organisme hote, en particulier dans les plantes et un vecteur pour la transformation des 
organismes hotes contenant ce gene chimere, et 1* organisme hote transforme. Elle 
concerne aussi une cellule vegetale transformee contenant au moins un fragment d'acide 
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nucleique codant pour la thanatine et une plante resistante aux maladies contenant la dite 
cellule, en particulier regeneree a partir de cette cellule. Elle concerne enfin un procede de 
transformation des plantes pour les rendre resistantes aux maladies dans lequel on insere 
un gene codant pour la thanatine au moyen d'un vecteur approprie. 
5 Par thanatine, on entend selon l'invention tout peptide comprenant essentiellement 

la sequence peptidique de 11 acides amines decrite dans la demande de brevet FR 2 733 
237, ainsi que les sequences homologues equivalentes dans lesquelles certains acides 
amines sont remplaces par des acides amines differents mais equivalents sur des sites 
n'induisant pas de modification substantielle de l'activite antifongique ou antibacterienne 
10 de la dite sequence homologue. Par sequence peptidique comprenant essentiellement la 
sequence peptidique decrite. dans la demande de brevet FR 2 733 237, on entend non 
seulement la sequence definie par l'identificateur de sequence n° 1 (SEQ ID NO 1), mais 
egalement une telle sequence comprenant a Tune ou 1'autre de ses extremites, ou les deux, 
des residus peptidiques necessaires at son expression et ciblage dans un organisme hote, en 
15 particulier une cellule vegetale ou une plante. 

La thanatine est un peptide de formule (I): 

Xaa- He He Tyr Cys Asn Arg Arg Thr Gly Lys Cys- Xab 

(I) 

dans laquelle: 

20 Xaa est NH2 ou un reste variable de sequence comprenant de 1 a 10 acides amines, 

et 

Xab est OH ou un reste variable de sequence comprenant de 0 a 5 acides amines. 

De maniere avantageuse, lorsque Xaa comprend au moins un acide amine, celui-ci 
est Tun des 20 acides amines de base et plus particulierement choisi dans le groupe 
25 comprenant Gly, Ser, Lys, Pro et Val. Lorsque Xab comprend au moins un acide amine, 
celui-ci est Tun des 20 acides amines de base et plus particulierement choisi dans le groupe 
comprenant Gin, Arg et Met. 

Selon un mode preferentiel de realisation de l'invention, les 2 residus cysteines du 
peptide de formule (I) forment un pont disulfure intramoieculaire. 
30 La presente invention concerne done d'abord un fragment d' acide nucleique, en 

particulier d'ADN, codant pour la thanatine definie ci-dessus. D peut s'agir selon 
l'invention d'un fragment isole de Psodius sp> de preference maculiventris, ou encore un 
fragment derive, adapte pour 1' expression de la thanatine dans 1* organisme hote ou le 
peptide sera exprime. ie fragment d' acide nucleique peut 6tre obtenu selon les methodes 
35 standards d' isolation et de purification, ou encore par synthese selon les techniques 
usuelles d'hybridations successives d' oligonucleotides synthetiques. Ces techniques sont 
notamment decrites par Ausubel & coll. 

Selon la presente invention, on entend par « fragment d' acide nucleique » une 
sequence nucteotidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN, 



en particulier ADNc, notamment double brin. 

Selon un mode de realisation de Pinvention, le fragment d'acide nucleique codant 
pour la thanatine comprend la sequence d'ADN decrite par P identificateur de sequence n° 
1 (SEQ ID NO 1), une sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite 
5 sequence. 

De maniere avantageuse, le fragment d'acide nucleique selon Pinvention comprend 
la sequence d'ADN decrite par P identificateur de sequence n° 2 (SEQ ID NO 2), une 
sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite sequence. 

Par « homologue », on entend selon Pinvention un fragment d'acide nucleique 

10 presentant une ou plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence 
nucleotidique decrite par P identificateur de sequence n° 1 ou n° 2 et codant pour la 
thanatine. Ces modifications peuvent etre obtenues selon les techniques usuelles de 
mutation, ou encore en choisissant les oligonucleotides synthetiques employes dans la 
preparation de ladite sequence par hybridation. Au regard des multiples combinaisons 

15 d'acides nucleiques pouvant conduire a P expression d'un meme acide amine, les 
differences entre la sequence de reference decrite par P identificateur de sequence n° 1 ou 
n° 2 et Phomologue peuvent etre importantes, d'autant plus qu'il s'agit d'un fragment 
d'ADN de taille inferieure a 100 acides nucleiques, realisable par synthese. De maniere 
avantageuse, le degre d'homologie sera d'au moins 70 % par rapport & la sequence de 

20 reference, de preference d'au moins 80 %, plus preferentiellement d'au moins 90 %. Ces 
modifications sont generalement neutres, c'est a dire qu'elles n'affectent pas la sequence 
primaire de la thanatine resultante. 

La presente invention concerne egalement un gene chimere (ou cassette 
d' expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 

25 position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme bote, en particulier 
les cellules vegeales ou les plantes, la sequence codante comprenant au moins un fragment 
d'ADN codant pour la thanatine tel que defini ci-dessus. 

Par organisme hote, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire, inferieur ou 
supperieur, dans lequel le gene chimere selon Pinvention peut etre introduit, pour la 

30 production de thanatine. H s'agit en particulier de bacteries, par exemple E. coli, de 
levures, en particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, ou de preference des 
cellules vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon Pinvention toute cellule issue d'une plante 
et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus differencies tels 

35 que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon Pinvention, tout organisme multicellulaire differencie 
capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, plus 
particuli&rement des plantes de culture destinees ou non a Palimentation animale ou 
humaine, comme le mafs, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 



tabac, le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires h. V expression du fragment d'ADN codant 
pour la thanatine sont bien connus de l'homme du metier en fonction de Torganisme hote. 
lis comprennent notamment des sequences promotrices, des activateurs de transcription, 
5 des peptides de transit, des sequences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les 
moyens et m&hodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien 
connus de Thomme du metier. 

Le fragment d'acide nucleique selon Tinvention peut egalement comprendre une 
sequence d'acide nucleique fusionnee en 5* et/ou en 3* a la sequence codant pour la 
10 thanatine, de maniere h obtenir une proteine de fusion « proteine-thanatine », dont la 
coupure par les systemes enzymatiques de Torganisme hote permet la liberation de la 
thanatine. Cette proteine fusionnee k la thanatine peut etre un peptide signal ou un peptide 
de transit qui permet de controler et d'orienter la production de la thanatine de manure 
specifique dans une partie de Torganisme hote, comme par exemple le cytoplasme, la — 
15 membrane cellulaixe, ou dans le cas des plantes dans un type particulier de tissus ou dans 
la matrice extracellulaire. 

Selon un mode de realisation, le peptide de transit peut etre un signal d'adressage 
chloroplastique ou mitochondrial, lequel est ensuite clive dans les chloroplastes ou les 
mitochondries. 

20 Selon un autre mode de realisation de P invention, le peptide signal peut Stre un 

signal N-terminal ou « propeptide », eventuellement en association avec un signal 
responsable de la retention de la proteine dans le reticulum endoplasmique, ou un peptide 
d'adressage vacuolaire ou « propeptide ». Le reticulum endoplasmique est le lieu ou sont 
pris en charge par la « machinerie cellulaire » des operations de maturation de la proteine 

25 produite, cornme par exemple le clivage du peptide signal. 

L'invention concerne plus particulierement la transformation des plantes. Comme 
sequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute sequence 
promotrice d'un gfene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un 
promoteur d'origine bacterienne, virale ou v£g&ale tel que, par exemple, celui d'un gene 

30 de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase (RuBisCO) ou d'un gene de virus de 
plante tel que, par exemple, celui de la mosafque du choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou 
un promoteur inducible par les pathogenes comme PR-la du tabac ou AoPRT-L d'asperge, 
tout promoteur convenable connu pouvant etre utilise. De preference on a recours h une 
sequence de regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence codante de 

35 manifere constitutive ou induite par Fattaque d'un pathog&ne, tel que par exemple, celle 
comprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 507 698. 

Selon l'invention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le promoteur 
et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), comme par 



exemple 1'activateur de translation du virus de la rnosaique du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) decrit par Carrington & Freed, 
ou des peptides de transit, soit simples, soit doubles, et dans ce cas eventuellement separes 
par une sequence intermediate, c'est a dire comprenant, dans le sens de la transcription, 
5 une sequence codant pour un peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme 
a localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'un gene 
vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, puis une sequence codant pour 
un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation 
plastidiale. constitute d'une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'un gene 
10 vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, tels que decrit dans la demande 
EP 0 508 909. Comme peptide de transit, on peut citer le peptide signal du gene PR- la du 
tabac decrit par Cornelissen & coll., represents avec sa sequence codante par 
l'identificateur de sequence n° 3. 

La sequence codant pour la proteine de fusion peptide signal PR-la-thanatine et 
15 cette proteine de fusion sont egalement partie de la presente invention. Cette sequence est 
notamment decrite par l'identificateur de sequence n° 5, plus particulierement la partie 
codante de cette sequence, correspondant aux bases 12 a 164. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
20 nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 317. 

Selon la presente invention, le gene chirnere peut egalement comprendre un 
marqueur de selection adapte a l'organisme hote transforme. De tels marqueurs de 
selection sont bien connus de Thomme du metier. II pourra s'agir d'un gene de resistance 
25 aux antibiotiques, comme la penicilline, ou encore un gene de tolerance aux herbicides 
pour les plantes. 

La presente invention concerne egalement un vecteur de clonage ou d'expression 
pour la transformation d'un organisme hote contenant au moins un gene chirnere tel que 
defini ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le gene chirnere ci-dessus, au moins une 
30 origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un cosmide, un 
bacteriophage ou un virus, transformes par 1' introduction du gene chirnere selon 
l'invention. De tels vecteurs de transformation en fonction de l'organisme hote a 
transformer sont bien connus de Thomme du metier et largement decrits dans la litterature. 
Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira notamment 
35 d'un virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et 
contenant en outre ses propres elements de replication et d'expression. De mani&re 
preferentielle, le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon 
l'invention est un plasmide. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes 



hotes, en particulier des cellules vegetales par integration d'au moins un fragment d'acide 
nucleique ou un gene chirnere tels que definis ci-dessus, transformation qui peut etre 
obtenue par tout moyen connu approprie, amplernent decrit dans la litterature specialisee 
et notamment les references citees dans la presente demande, plus particulierement par le 
5 vecteur selon 1'invention. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules ou des protoplastes avec 
des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Une autre serie de 
methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene chirnere 
insere dans un plasmide Ti dtAgrobacterium twnefaciens ou Ri d'Agrobacterium 
10 rhizogenes, 

D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
1'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. 

L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonctioii de la nature 
de Forganisme hote, en particulier de la cellule vdgetale ou de la plante. 
15 La presente invention a encore pour objet les organismes hotes, en particulier 

cellules vegetales ou plantes, transformes et contenant une quantite efficace d ! un gene 
chirnere comprenant une sequence codante pour la thanatine definie ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
transformees, en particulier les plantes reg&ierees a partir des cellules transformees. La 
20 regeneration est obtenue par tout precede approprie qui depende de la nature de Tespece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. 

Pour les precedes de transformation des cellules vegetales et de regeneration des 
plantes, on citera notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, 
US 4,536,475, US 5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 
25 672 752, US 4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 
5,179,022, US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 
5,489,520, US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 
234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention concerne egalement les plantes transformees issues de la 
30 culture et/ou du croisement des plantes rSgenerees ci-dessus, ainsi que les graines de 
plantes transformees. 

Les plantes ainsi transformees sont r&istantes & certaines maladies, en particulier a 
certaines maladies fongiques ou bactdriennes. De ce fait, la sequence d'ADN codant pour 
la thanatine peut etre int£gr£e avec pour objectif principal la realisation de plantes 
35 resistantes aux dites maladies, la thanatine etant efficace contre des maladies fongiques 
telles que celles causees par Cercospora, en particulier Cercospora beticola, 
Cladosporium en particulier Cladosporiwn herbarum, Fusarium, en particulier Fusarium 
culmorum ou Fusarium graminearum, ou par Phytophthora, en particulier Phytophtora 
cinnamomi. 



Le gene chimere pourra comprendre egalement et de maniere avantageuse au 
moins un marqueur de selection, tel qu'un ou plusieurs genes de tolerance aux herbicides. 

La sequence d'ADN codant pour la thanatine peut egalement etre integree cornme 
marqueur de selection lors de la transformation de plantes avec d'autres sequences codant 
5 pour d'autres peptides ou proteines d'interet, comme par exemple des genes de tolerance 
aux herbicides. 

De tels genes de tolerance aux herbicides sont bien connus de l'homme du metier et 

notamment decrits dans les demandes de brevet EP 115 673, WO 87/04181, EP 337 899, 

WO 96/38567 ou WO 97/04103. 
10 Bien entendu, les cellules et plantes transformees selon l'invention peuvent 

comprendre outre la sequence codant pour la thanatine, d'autres sequences heterologues 

codant pour d'autres peptides complementaires susceptibles de conferer a la plante des 

resistances a d'autres maladies d'origine bacterienne ou fongique. 

Les autres sequences peuvent etre integrees au moyen du meme vecteur 
15 comprenant un gene chimere, lequel comprend une premiere sequence codant pour la 

thanatine et au moins une autre sequence codant pour un autre peptide ou proteine 

d'interet. 

Elles peuvent egalement etre integrees au moyen d'un autre vecteur comprenant au 

moins la dite autre sequence, selon les techniques usuelles definies ci-dessus. 
20 Les plantes selon l'invention peuvent encore etre obtenues par croisement de 

parents, Tun portant le gene selon l'invention codant pour la thanatine, l'autre portant un 

gene codant pour au moins un autre peptide ou proteine d'interet. 

Parmi les sequences codant pour d'autres peptides antifongiques, on peut citer celle 

codant pour la drosomycine, decrite dans la demande de brevet FR 2 725 992 et par 
25 Fehlbaum & coll. (1994), et dans la demande de brevet non publiee FR 97 091 15 deposee 

le 24 juillet 1997, ou celle codant pour Tandroctonine decrite dans la demande de brevet 

FR 2 745 004 et dans la demande de brevet non publiee FR 97 10362 deposee le 20 aout 

1997. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer l'invention, la preparation de la 
30 sequence codant pour la thanatine, du gene chimere, du vecteur d'integration et des plantes 
transformees, Les figures 1 a 5 en annexe decrivent les structures schdmatiques de certains 
plasmides prepares pour la construction des genes chimeres. Dans ces figures, les 
differents sites de restriction sont marques en italiques. 

35 Exemple 1 : Construction des genes chimeres 

Toutes les techniques employees ci-apres sont des techniques standard de 
laboratoire. Les protocoles d&ailles de ces techniques sont notamment decrits dans 
Ausubel & coll. 



pRPA-MD-P : Creation cTun plasmide contenant le signal peptide du gene PR-la du 
tabac. 

Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 1 et Oligo 2 ci- 
apres, sont hybrides a 65 °C pendant 5 minutes puis par diminution lente de la temperature 
5 a 30°C pendant 30\ 



Oligo 1: 5' GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC 



ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA CTCTTCTTCT TTTCC 3 1 



10 



Oligo 2: 5 ' TCGCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA 

GAAGAGTAGA CACAAGAAGG AAAGATGGAA GC 3' 

Apres hybridation entreT Oligo 1 et FOligo 2, FADN reste simple brin sert de 

15 matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de E. coli (dans les conditions standard 
preconisees par le fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de Toligonucleotide 
double brin a partir de Textremite 3' de chaque oligo. L* oligonucleotide double brin 
obtenu est ensuite digere par les enzymes de restriction Sacll et Nael et clone dans le 
plasmide pBS II SK(-) (Stratagene) digerd par les meme enzymes de restriction. On 
20 obtient alors un clone comprenant la region codant pour peptide signal du gene PR- la du 
tabac (SEQ ID NO 3). 

pRPA-PS-PRla-than : Creation d'une sequence codant pour la thanatine fusionee au 
signal peptide PR-la sans region non transcrite en 3'. 

25 Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires de sequences Oligo 3 et 

Oligo 4 selon les conditions operatoires decrites pour pRPA-MD-P. 

Oligo 3: 5 ' GGTTCCAAGA AGCCAGTGCC AATCATCTAC TGCAACAGGA 

CG 3' 

30 

Oligo 4: 5' CCGGATCCGT CGACACGTTC GCCTCGCCGA GCTCACATCC 

TCTGGCACTT ACCAGTCCTC CTGTTGCAGT AGATGATTGG 
CACTGGC 3 1 

35 Aprfcs hybridation entre T Oligo 3 et T Oligo 4, l'ADN reste simple brin sert de 

matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de E. coli (dans les conditions standard 
preconisees par le fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de 1' oligonucleotide 
double brin & partir de Textr6mit£ 3' de chaque oligo. Cet oligonucleotide double brin 
contenant la partie codante de la thanatine (SEQ ID NO 1) est ensuite clone directement 




dans le plasmide pRPA-MD-P qui a ete digere avec l'enzyme de restriction NaeL 
L'orientation correcte du clone obtenu est verifiee par sequen^age. On obtient alors un 
clone comprenant la region codant pour la proteine de fusion PR-la-thanatine situee entre 
les sites de restriction Ncol a Textremite N-terminale et Seal SacII et BamHl a I'extremite 
5 C-terminale (SEQ ID NO 4). 

pRPA-RD-229 : Creation d'un vecteur d'expression dans les plantes comprenant la la 
sequence codant pour la proteine de fusion PR-la-thanatine* 

Le plasmide pRTL-2 GUS, derive du plasmide pUC-19, a ete obtenu aupres du Dr. 

10 Jim Carrington (Texas A&M University, non decrit). Ce plasmide dont la structure 
schematique est representee sur la figure 1, contient le promoteur CaMV 35S duplique 
isole du virus de la mosaique du choux fleur (Promoteur CaMV 2x35S; Odell & coll., 
1985) qui dirige Texpression d'un ARN contenant sequence non traduite en 5' du virus etch 
du tabac (TEV 5' UTR; Carrington & Freed, 1990), le gene de la p-glucuronidase de E. 

15 coli (GUS Jefferson & coll., 1987) suivi du site de polyadenylation de TARN 35S de 
CaMV (CaMV polyA; Odell & coll., 1985). 

Le plasmide pRTL-2 GUS est digere avec les enzymes de restriction Ncol et 
BamHl et le grand fragment d'ADN est purifie. Le plasmide pRPA-PS-PRla-than est 
digere avec les enzymes de restriction Ncol et BamHl et le petit fragment d'ADN 

20 contenant la region codant pour la proteine de fusion PR-la-thanatine est purifie. Les deux 
fragments d'ADN purifies sont ensuite lies ensemble dans une cassette d'expression dans 
les plantes qui synthetise une proteine de fusion PR-la-thanatine. La structure schematique 
de cette cassette d'expression est representee sur la figure 2. « PR-la-thanatine » 
represente la region codante pour la proteine de fusion PR-la-thanatine de pRPA-RD-230, 

25 La thanatine est transportee vers la matrice extra-cellulaire de la plante par Taction du 
peptide signal PR* la. 

pRPA-RD-195: Creation d'un plasmide contenant un site de clonage multiple 
modifie. 

30 Le plasmide pRPA-RD-195 est un plasmide derive du pUC-19 qui contient un site 

de clonage multiple modifie. Les oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 5 
et Oligo 6 ci-apres, sont hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour 
pRPA-MD-P. 



35 Oligo 5: 



5' AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC 
GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTC GACCTGCAGG 
CATGC 3 1 



01igo6: 5' CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT 

GCATGCCTGC AGGTCGACTC TAGAGG 3 ' 

^oligonucleotide double brin obtenu est ensuite lie dans pUC-19 qui a ete 
prealablement digere avec les enzymes de restriction EcoRl et Hindlll et rendu bouts 
francs en employant le fragment klenow de l'ADN polymerase 1 de E. coli. On obtient un 
vecteur contenant de multiples sites de clonage pour faciliter introduction des cassettes 
d'expression dans un plasmide vecteur d'Agrobacterium tumefaciens. La structure 
schematique de ce site de clonage multiple est representee sur la figure 3. 

pRPA-RD-232 ; Introduction de la cassette d'expression de PR-la-thanatine de 
pRPA-RD-229 dans pRPA-RD-195. 

Le plasmide pRPA-RD-230 est digere avec l'enzyme de restriction Hindlll. Le 
fragment d'ADN contenant la cassette d'expression de PR-la-thanatine est purifie. Le 
fragment purifiS est ensuite lie dans pRPA-RP-195 qui a ete prSalablement digere avec 
l'enzyme de restriction Hindlll et dephosphoryle avec la phosphatase intestinale de veau. 

pRPA-RD-174 : Plasmide derive de pRPA-BL-150A (EP 0 508 909) contenant le gene 
de tolerance au bromoxynil de pRPA-BL-237 (EP 0 508 909). 

Le gene de tolerence au bromoxynil est isole de pRPA-BL-237 par une 
amplification genique par PCR. Le fragment obtenu est a bouts francs et est clone dans le 
site EcoRI de pRPA-BL-150A qui a ete rendu bouts francs par Taction de la polymerase 
klenow dans des conditions standard. On obtient un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens 
qui contient le gene de tolerance au bromoxynil a proximity de sa bordure droite, un gene 
de tolerance a la kanamycine a proximite de sa bordure gauche et un site de clonage 
multiple entre ces deux genes. 

La structure schematique de pRPA-RD-174 est representee sur la figure 4. Sur 
cette figure, "nos" repr&ente le site de polyadenylation de la nopaline synthase 
dAgrobacterium tumefaciens (Bevan & coll., 1983), "NOS pro" represente le promoteur 
de la nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens (Bevan & coll., 1983), "NPT II" 
represente le gene de la ndomycine phosphotranspherase du transposon Tn5 de E. coli 
(Rothstein & coll., 1981), "35S pro" represente le promoteur 35S isol6 du virus de la 
mosaique du choux fleur (Odell & coll., 1985), "BRX" represente le gene de la nitrilase 
isole de K. ozaenae (Stalker & coll., 1988), "RB" et "LB" repnSsentent respectivement les 
bordures droite et gauche de la sequence d'un plasmide Ti dAgrobacterium tumefaciens. 

P RPA-RD-184 ; Addition d'un nouveau site de restriction, unique, dans pRPA-RD- 
174. 

Les oligonucleotides synthetiques compl6mentaires Oligo 7 et Oligo 8 ci-apres, 



sont hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour pRPA-MD-P. 

Oligo 7: 5 ' CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC 

CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT GCTCGAGGGC CCAACCTCAG 
5 TACCTGGTTC AGG 3 ' 

Oligo 8 : 5 ' CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA 

CACCTAGGCG CGCCGGGGCC GCGTTTAAAC TTAATTAAGT 
GTGGC CTG AC TGG 3' 

L' oligonucleotide double brin hybride (95 paires de bases) est purifie apres 
separation sur un gel d* agarose (3 % Nusieve, FMC). Le plasmide pRPA-RD-174 est 
digere avec 1'enzyme de restriction Xmal, et le grand fragment d' ADN est purifie. Les deux 
fragents d'ADN obtenus sont ensuite lies. 

On obtient un plasmide deriv6 de pRPA-RD-174 comprenant d'autres sites de 
restriction entre le gene de tolerance au bromoxynil et le gene de la kanamycine marqueur 
de selection. 

La structure schematique du plasmide pRPA-RD-184 est representee sur la figure 5 
ou les termes "nos", "NPT II M , M NOS pro", "35S pro", "BRX gene", "RB" et "LB" ont la 
meme signification que pour la figure 4. 

pRPA-RD-235: Creation d'un vecteur d'Agrobacterium tumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour la thanatine dirigee vers la matrice extracellulaire. 

La plasmide pRPA-RD-232 est digere avec les enzymes de restriction Pmel et AscI 
et le fragment d'ADN contenant le gene de PR-la-thanatine est purifie. Le plasmide 
pRPA-RD-184 est digere avec les meme enzymes de restriction. Le fragment d'ADN 
contenant la cassette d'expression de PR-la-thanatine est ensuite liee dans pRPA-RD-184. 
On obtient ainsi un vecteur d'Agrobacteriurn tumefaciens contenant la sequence codant 
pour la proteine de fusion PR-la-thanatine qui conduit & Texpression de la thanatine dans 
la matrice extracellulaire de la plante. 

Exemnle 2 : Tolerance aux herbicides des tabacs transformes. 

2.1 - Transformation 

Le vecteurs pRPA-RD-235 est introduit dans la souche d'Agrobacterium 
35 tumefaciens EHA101 (Hood & coll., 1987) porteuse du cosmide pTVK291 (Komari & 
coll., 1986). La technique de transformation est basee sur la procedure de Horsh & coll. 
(1985). 

2.2 - Regeneration 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) k partir d'explants 



foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30 g/1 de 
saccharose ainsi que 200 |ig/ml de kanamycine. Les explants foliaires sont preleves sur des 
plantes cultivees en serre ou in vitro et regenerees selon la technique des disques foliaires 
(Horsh & coll., 1985) en trois etapes successives: la premiere comprend l'induction des 
5 pousses sur un milieu additionne de 30 g/1 de saccharose contenant 0,05 mg/1 d'acide 
naphtylacetique (ANA) et 2 mg/1 de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les 
pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees pendant 10 jours par 
culture sur un milieu MS additionne de 30 g/1 de saccharose mais ne contenant pas 
d'hormone. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 

10 d'enracinement MS a teneur moitie en sels, vitamines et sucre et ne contenant pas 
d'hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en terre. 
2.3 - Tolerance au bromoxvnil 

Vingt plantes transformees ont ete regenerees et passees en serre pour la 
construction pRPA-RD-235. Ces plantes ont ete traitees en serre au stade 5 feuilles avec 

15 une suspension aqueuse de Pardner correspondant a 0,2 kg de matiere active bromoxynil 
par hectare. 

Toutes les plantes montrant une tolerance complete au bromoxynil sont ensuites 
employees dans differentes experimentations qui montrent que l'expression de la thanatine 
20 par les plantes transformees les rend resistantes aux agressions fongiques. 

REFERENCES 

Ausubel, F. A. & coll. (eds. Greene). Current Protocols in Molecular Biology. Publ. Wiley 
25 & Sons. 

Bevan, M. & coll. (1983). Nuc. Acids Res. 11:369-385. 
Carrington and Freed (1990). J. Virol. 64:1590-1597. 

Ehret-Sabatier & coll. (1996) The Journal of Biological Chemistry, 271, 47, 29537-29544. 
Horsch & coll. (1985). Science 227:1229-1231. 
30 Jefferson & coll. (1987). EMBO J. 6:3901-3907. 
Komari & coll. (1986). J. Bacteriol. 166:88-94. 

Rothstein & coll. (1981). Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 45: 99-105. 
Stalker & coll. (1988). J. Biol. Chem. 263:6310-6314. 
Odell, JT. & coll. (1985). Nature 313:810-812. 

35 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERAL ES : 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 13 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

( B ) EMPLACEMENT : 1 . . 3 3 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATC ATC TAC TGC AAC AGG AGG ACT GGT AAG TGC 
lie lie Tyr Cys Asn Arg Arg Thr Gly Lys Cys 
15 10 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 63 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D) CONFIGURATION : 1 ineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

( B ) EMPLACEMENT : 1 . . 6 3 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GGT TCC AAG AAG CCA GTG CCA ATC ATC TAC TGC AAC AGG AGG ACT GGT 
Gly Ser Lys Lys Pro Val Pro lie lie Tyr Cys Asn Arg Arg Thr Gly 
15 10 15 

AAG TGC CAG AGG ATG 
Lys Cys Gin Arg Met 
20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 98 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .63 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



J. I 



GGT TCC AAG AAG CCA GTG CCA ATC ATC TAC TGC AAC AGG AGG ACT GGT 48 
Gly Ser Lys Lys Pro Val Pro He He Tyr Cys Asn Arg Arg Thr Gly 
15 10 15 

AAG TGC CAG AGG ATG TGAGCTCGGC GAGGCGAACG TGTCGACGGA TCCGG 98 
Lys Cys Gin Arg Met 
20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 106 paires de bases 

{ B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 12. .101 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GCGTCGACGC C ATG GGT TTC GTG CTT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT 50 
Met Gly Phe Val Leu Phe Ser Gin Leu Pro Ser Phe Leu 
15 10 

CTT GTG TCT ACT CTT CTT CTT TTC CTT GTG ATC TCT CAC TCT TGC CGT 9 8 

Leu Val Ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val He Ser His Ser Cys Arg 
15 20 25 

GCC GGCGA 106 
Ala 
30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 197 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE; CDS 

(B) EMPLACEMENT : 12 . .164 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GCGTCGACGC C ATG GGT TTC GTG CTT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT 50 
Met Gly Phe Val Leu Phe Ser Gin Leu Pro Ser Phe Leu 
15 10 

CTT GTG TCT ACT CTT CTT CTT TTC CTT GTG ATC TCT CAC TCT TGC CGT 98 
Leu Val Ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val He Ser His Ser Cys Arg 
15 20 25 

GCC GGT TCC AAG AAG CCA GTG CCA ATC ATC TAC TGC AAC AGG AGG ACT 146 
Ala Gly Ser Lys Lys Pro Val Pro He He Tyr Cys Asn Arg Arg Thr 
30 35 40 45 



GGT AAG TGC CAG AGG ATG TGAGCTCGGC GAGGCGAACG TGTCGACGGA TCC 
Gly Lys Cys Gin Arg Met 
50 



197 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 75 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 1" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 6: 

GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA 6 0 

CTCTTCTTCT TTTCC 7 5 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 2" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

TCGCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA GAAGAGTAGA CACAAGAAGG 60 

AAAGATGGAA GC 7 2 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = " oligonucleotide synthetique 3" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GGTTCCAAGA AGCCAGTGCC AATCATCTAC TGCAACAGGA CG 42 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 97 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleaque 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 4" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 



CCGGATCCGT CGACACGTTC GCCTCGCCGA GCTCACATCC TCTGGCACTT ACCAGTCCTC 
CTGTTGCAGT AGATGATTGG CACTGGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 5" 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC 
CTCTAGAGTC GACCTGCAGG CATGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 110: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 66 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl,ique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 6" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT GCATGCCTGC AGGTCGACTC 

TAGAGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 7" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT 

GCTCGAGGGC CCAACCTCAG TACCTGGTTC AGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 8 W 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 



CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA CACCTAGGCG CGCCGGGGCC 60 
GCGTTTAAAC TTAATTAAGT GTGGCCTGAC TGG 93 



REVENDICATIONS 

1. Fragment d'acide nucleique, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
d'acide nucleique codant pour la thanatine. 
5 2. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 

s'agit d'une sequence nucleotidique de type ADN. 

3. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 2, caracterise en ce que 
la sequence nucleotidique de type ADN comprend la sequence d'ADN decrite par 
l'identificateur de sequence n° 1 (SEQ ID NO l) f une sequence homologue ou une 

10 sequence complementaire de ladite sequence. 

4. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 3, caracterisee en ce que 
la sequence nucleotidique de type ADN comprend la sequence d'ADN decrite par 
Tidentificateur de sequence n° 2 (SEQ ID NO 2), une sequence homologue ou une 
sequence complementaire de ladite sequence. 

15 5. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 k 4, caracterise 

en ce qu'il comprend une sequence d'acide nucleique fusionnee en 5' et/ou en 3' k la 
sequence codant pour la thanatine, de maniere h obtenir une proteine de fusion « proteine- 
thanatine ». 

6. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 5, caract&risd en ce que 
20 la proline est un peptide signal ou un peptide de transit. 

7. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 6, caracterise en ce que 
le peptide signal est le peptide signal du gdne PR- la du tabac. 

8. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il 
comprend la sequence d'ADN decrite par l'identificateur de sequence n° 5 (SEQ ID NO 

25 5), une sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite sequence. 

9. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 8, caracterisd en ce qu'il 
comprend la partie codante de la SEQ ID NO 5, correspondant aux bases 12 a 164. 

10. Proteine de fusion « proteine-thanatine », caracterisee en ce que la proteine 
est un peptide signal ou un peptide de transit. 

30 11. Proteine de fusion selon la revendication 10, caracterisee en ce que le 

peptide signal est le peptide signal du gene PR-la du tabac. 

12. Proteine de fusion selon la revendication 11, caracterisee en ce qu'elle est 
decrite par l'identificateur de sequence n° 5 (SEQ ID NO 5). 

13. Gene chimfcre comprenant une sequence codante ainsi que des elements de 
35 regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hote, en 

particulier les plantes, caracterise en ce que la sequence codante comprend au moins un 
fragment d'ADN codant pour la thanatine tel que d6fini dans les revendications 1 & 9. 

14. Gfcne chimfcre selon la revendication 13, caract£ris6 en ce que l'organisme 
h6te est choisi parmi les cellules vegetales et les plantes. 
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15. Gene chimere selon Tune des revendications 13 ou 14, caracterise en ce 
qu'il comprend egalement un marqueur de selection. 

16. Vecteur de clonage ou d'expression pour la transformation d'un organisme 
hote craracterise en ce qu'il comprend au moins une origine de replication et au moins un 

5 gene chimere tel que defini dans les revendications 13 a 15. 

17. Vecteur selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il s'agit d'un virus 
employe pour la transformation des plantes developpees et contenant en outre ses propres 
elements de replication et d'expression. 

18. Vecteur selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
10 plasmide. 

19. Organismes hotes transformes, caracterises en ce qu'ils contiennent une 
quantite efficace d'un gene chimere selon les revendications 13 a 15. 

20. Organisme hote transforme selon la revendication 1 9, caracterise en ce qu'il 
s'agit de cellules vegetales ou de plantes. 

15 21. Organisme hote transforme selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il 

s'agit d'une plante contenant des cellules transformees. 

22. Organisme hote selon la revendication 21, caracterise en ce que la plante est 
regeneree a partir des cellules transformees. 

23. Cellule v6g6tale transformee, caracterisee en ce qu'elle contient un 
20 fragment d'acide nucleique selon les revendications 1 a 9 ou un gene chimere selon les 

revendications 13 a 15. 

24. Plante transformee resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins une cellule vegetale transformee selon la revendication 23. 

25. Plante transformee selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'elle est 
25 resistante aux maladies causees par Cercospora, en particulier Cercospora beticola, 

Cladosporium en particulier Cladosporium herbarum, Fusarium, en particulier Fusarium 
culmorum ou Fusarium graminearum, ou par Phytophthora, en particulier Phytophtora 
cinnamomi. 

26. Plante transformee resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle est 
30 issue de la culture et/ou du croisement des plantes selon Tune des revendications 24 ou 25. 

27. Graines de plantes transformees selon Tune des revendications 24 a 26. 

28. Procede de transformation des organismes hotes, en particulier des cellules 
vegetales ou des plantes, caracterise en ce que Ton insfere dans ledit organisme hote au 
moins un fragment d'acide nucleique selon les revendications 1 a 9 ou un gene chimere 

35 selon l'une des revendication 13 a 15. 

29. Procede de transformation des plantes pour les rendre resistantes aux 
maladies fongiques ou bacteriennes, caracterise en ce que Ton insere dans la plante au 
moins un fragment d'acide nucleique selon les revendications 1 a 9 ou un g£ne chimere 
selon les revendications 13 a 15. 



30. Precede selon Pune des revendications 28 ou 29, caracterise en ce que le, 
ene chimere est insere au moyen d'un vecteur selon l'une des revendications 17 a 19. 



20 ^ iie * 



30. Procede selon I'une des revendications 28 ou 29, caracterise en ce que le, 
gene chimere est insere au moyen d'un vecteur selon Tune des revendications 16 a 18. 
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